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1 UVOD 
Kis je živilo, ki ga pogosto uporabljamo v vsakodnevni prehrani. Tako pri nas kot tudi 
drugod po svetu je ena izmed najpomembnejših začimb. Poznamo različne vrste kisov, ki 
se razlikujejo predvsem po surovini, iz katere je izdelan. V Sloveniji najpogosteje 
uporabljamo jabolčni in vinski kis. Ho in sod. (2016) navajajo, da so poleg teh po svetu v 
uporabi tudi alkoholni, sladni, medeni, rižev kis in kis iz sirotke. Vse bolj priljubljen pa je 
tudi balzamični kis. 
  
Kis vsebuje fenolne spojine, mikro-hranila in druge bioaktivne komponente, ki imajo poleg 
ocetne kisline pozitivne učinke na zdravje. Predvsem na račun ocetne kisline in drugih 
komponent npr. antioksidantov, fenolov in vitaminov pripisujejo kisu protimikrobno in 
antioksidativno delovanje. Ugodne učinke ima pri povišanem krvnem tlaku, debelosti in 
sladkorni bolezni (Ho in sod., 2016). Blagodejno vpliva tudi na prebavo, pomaga pri 
premagovanju izčrpanosti, stimulira apetit, znižuje vsebnost lipidov in regulira krvni tlak 
(Chou in sod., 2015). 
 
Pri samem procesu proizvodnje kisa imajo poglavitno vlogo kvasovke in bakterije. Kis je 
produkt dveh zaporednih spontanih fermentacij, ki so vodene s strani kvasovk in 
ocetnokislinskih bakterij. Najprej tekom alkoholne fermentacije kvasovke pretvorijo 
fermentativne sladkorje v etanol, zatem ocetnokislinske bakterije oksidirajo etanol do 
ocetne kisline v t.i. ocetnokislinski fermentaciji (Adams, 1985). 
 
Ocetnokislinske bakterije so nujno potrebne za proizvodnjo kisa. So obligatno aerobne 
gramnegativne bakterije, ki iz sladkorjev in etanola proizvedejo ocetno kislino. Uvrščamo 
jih v več rodov, med katerimi sta v kisu najpogosteje prisotna rodova Acetobacter in 
Gluconobacter. Poznavanje sestave in lastnosti mikrobne združbe, ki jo poleg 
ocetnokislinskih bakterij sestavljajo tudi kvasovke in mlečnokislinske bakterije, je zelo 
pomembno, saj ima ta velik vpliv na lastnosti končnega produkta. Na kakovost kisa vpliva 
še več dejavnikov kot so npr. kakovost surovine in sam potek acetifikacije. Pomen 
poznavanja sestave in lastnosti proizvodne kulture tehnologu omogoča popolnejši nadzor 
nad tehnološkim procesom in bolj kvaliteten produkt (Trček, 1996). 
 
2 KIS 
Pravilnik o kakovosti kisa in razredčene ocetne kisline (2004) navaja, da je kis razredčena 
raztopina ocetne kisline, ki nastane po biološkem postopku z dvema zaporednima 
fermentacijama iz surovin kmetijskega porekla. Kot surovino se lahko uporabi vino 
(primerno za pripravo kisa), plodove sadja ali jagodičevja, sadna vina, vina iz jagodičevja, 
jabolčni mošt, destiliran alkohol ali druge izdelke kmetijskega porekla, ki vsebujejo škrob 
in/ali sladkorje (žitna zrna, ječmenov slad, sirotka). Pri sami proizvodnji najprej poteče 
alkoholna fermentacija, pri kateri kvasovke pretvorijo fermentativne sladkorje do etanola, 
zatem pa še ocetnokislinska fermentacija, kjer ocetnokislinske bakterije oksidirajo etanol 
do ocetne kisline. Glavna komponenta v kisu je ocetna kislina, ki daje kisu močan okus in 
vonj. Končni produkt mora poleg ocetne kisline vsebovati tudi značilne fermentacijske 
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produkte, kot so 2-ketoglukonska kislina, 5-ketoglukonska kislina, glukonska kislina, 
citronska kislina, aminokisline, acetoin, 2,3-butilenglikol. 
 
2.1 ZGODOVINA PROIZVODNJE KISA 
 
Beseda ''vinegar'' je v uporabi že od 14. stoletja in izhaja iz francoske besede ''vinaigre'', 
kar pomeni kislo vino. Kis so že od nekdaj povezovali z ostrim, močnim in kislim okusom 
(Mazza in Murooka, 2009). Čeprav človek pozna kis že dolgo, je o njegovem izvoru malo 
znanega. Nastal naj bi sočasno z začetkom kmetijstva in proizvodnje alkoholnih pijač. 
Znanstveniki domnevajo, da je kis v uporabi že 10.000 let (Ho in sod., 2016).  
 
Nekateri zgodovinarji predvidevajo, da so bili Egipčani tisti, ki so prvi začeli uporabljati 
kis. Proizvajali naj bi ga iz piva in vina že več tisočletij pr.n.št. Kasneje so ga zelo cenili 
Rimljani in Grki. Tudi Babilonci so ga že zgodaj proizvajali. Za surovine so uporabili 
dateljne, zaslajeno žito in sok palme. Nato se je proces proizvodnje širil tudi na območje 
Kitajske. Vpeljal naj bi se med leti 369 in 404 n.št. Predvideva se tudi, da so v Veliki 
Britaniji proizvajali sladni kis že od časa Rimljanov naprej (Adams, 1985). S širjenjem 
proizvodnje vina in piva se je širila tudi proizvodnja kisa. Najprej v gospodinjstvih, šele v 
14. stoletju pa se je razvil prvi obrat za proizvodnjo kisa iz vinske drozge v okolici 
Orleansa v Franciji. To je bil prvi (pol)industrijski postopek proizvodnje kisa, imenovan 
Orleanski postopek. V 18. stoletju in začetku 19. stoletja se pojavijo postopki, ki 
omogočajo industrijsko proizvodnjo kisa. Vsem tem je skupno, da se ocetnokislinske 
bakterije razvijejo na površini. Šele leta 1949 se razvije submerzni postopek, pri katerem 
bakterije prosto plavajo v tekočini (Rajher, 2014). 
 
Skozi zgodovino so ga uporabljale številne kulture. Največkrat je služil kot začimba in 
konzervans za živila (Tesfaye in sod., 2002). S kisom so si pomagali tudi pri 
odstranjevanju večjih skal. Najprej so skale močno segreli in nato ohladili s polivanjem s 
kisom. S tem so postale drobljive in so jih zlahka odstranili. Uporabljali so ga tudi 
alkimisti, predvsem za raztapljanje specifičnih snovi (Adams, 1985). 
 
2.2 UPORABA KISA 
 
Široka uporaba kisa zajema tako vključevanje v prehrano (kot pijača, konzervans ali 
dodatek k jedem) kot tudi možnost uporabe v kozmetiki in medicini. Kis ima zelo 
pomembno vlogo v gastronomiji. Uporablja se za začinjanje solat, juh, mesnih in 
zelenjavnih jedi ter omak. Pri tem lahko izpostavimo alkoholni kis, ki je zelo primeren za 
vlaganje zelenjave (Rajher, 2014). 
 
Uporaba v živilski industriji je zelo obsežna predvsem na račun sposobnosti zmanjševanja 
vrednosti pH in s tem inhibicije mikrobne rasti. To nam dokazujeta podatka, da 0,1 % 
nedisociirane ocetne kisline inhibira rast večine sporogenih in patogenih bakterij, ki 
povzročajo zastrupitve ter da - 0,3 % nedisocirane ocetne kisline zavira rast plesni, ki  
proizvajajo mikotoksine. Ob prisotnosti soli se učinek še poveča na račun manjše vodne 
aktivnosti (Adams, 1985).  
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Kis je tudi eno izmed najbolj znanih ljudskih zdravil, ki se je uporabljalo v boju proti 
okužbam. Že Hipokrat (460-377 pr.n.št.) je priporočal uporabo kisa za čiščenje in 
zdravljenje ran (Johnston in Gaas, 2006). Nekatere študije pa navajajo, da ima kis 
potencial, da preprečuje debelost in pripomore k boljšemu stanju pri diabetesu, hipertenziji, 
hiperlipidemiji, kardiovaskularnih boleznih, raku ter nekaterih mikrobnih okužbah (Samad 
in sod., 2016). Cho in sod. (2010) so v študiji pokazali, da fenolne spojine v kisu lahko 
izboljšajo presnovo lipidov in zavirajo debelost pri podganah. 
 
2.3 VRSTE KISA 
 
Uporablja se številne različice kisov vključno z jabolčnim, vinskim, riževim, sladnim, 
alkoholnim in balzamičnim. Zadnje čase so priljubljeni tudi zeliščni ali aromatizirani kisi. 
Kisi se razlikujejo glede na uporabljene surovine, lahko pa tudi glede na proizvodni proces 
in na sev kvasovk, prisoten pri alkoholni fermentaciji. Te razlike jim dajejo edinstvene 
arome in okuse ter omogočajo različne uporabe (Ho in sod., 2016). 
 
Po Pravilniku o kakovosti kisa in razredčene raztopine (2004) se kis razvršča na osnovi 
uporabljenih sestavin kot vinski kis, sadni kis, kis iz jabolčnega mošta, alkoholni kis, žitni 
kis in druge vrste kisa (kis iz medu, sirotke, tropin). 
 
2.3.1 Jabolčni kis 
 
Pravilnik o kakovosti kisa in razredčene ocetne kisline (2004) navaja, da je jabolčni kis 
izdelan izključno iz jabolčnega mošta (cider) z biološkim postopkom ocetnokislinske 
fermentacije. Jabolčni kis se uvršča med sadne kise. Praviloma je v kisu najmanj 50 g/l 
ocetne kisline in do največ 0,5 vol. % alkohola. Njegovo sestavo določajo surovine, proces 
proizvodnje in mikrobna združba. Danes se ga večinoma proizvaja po submerznem 
postopku. Alkoholno fermentacijo opravijo naravno prisotne kvasovke vrste 
Saccharomyces cerevisiae in Saccharomyces uvarum ali Saccharomyces bayanus, ki so 
najpomembnejše vrste za proizvodnjo, predvsem zaradi hitrega začetka alkoholne 
fermentacije in razmnoževanja ter visoke odpornosti proti etanolu. Nato pa poteče še 
ocetnokislinska fermentacija, ki je vodena s strani nedefinirane ocetnokislinske mikrobne 
združbe oz. ocetne matice. Ocetno matico sestavlja mikroflora ocetnokislinskih bakterij, 
katere sestava mikrobne združbe ni natančno določena (Joshi in Sharma, 2009). 
 
2.3.2 Vinski kis 
 
Proizvodnja vinskega kisa prevladuje v državah z enološko tradicijo. Najbolj je razširjena v 
mediteranskih državah in državah osrednje Evrope. Vinski kis je lahko izdelan iz rdečega 
ali belega vina. Dobro je poznan Šerijev kis iz regije Jerez iz južne Španije (Ho in sod., 
2016). 
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2.3.3 Balzamični kis 
 
Balzamični kis je cenjen tradicionalni proizvod iz področja Modene in regije Emilije v 
Italiji. Poznana sta dva glavna tipa balzamičnega kisa. To sta kis, pridelan po 
tradicionalnem načinu (ital. Aceto Balsamico Tradizionale di Modena) in industrijsko 
pridelan balzamični kis. Industrijsko pridelan kis se po načinu pridelave, sestave, 
kakovosti, količini in ceni zelo razlikuje od tradicionalnega. Glavna razlika je v času 
staranja. Za proizvodnjo industrijskega zadostujeta že dva meseca, medtem ko se 
tradicionalni stara najmanj 12 let. Industrijsko pridelan kis je lažje dostopen potrošniku, 
kar se kaže predvsem v nižji ceni. Količinsko ga veliko več proizvedejo kot 
tradicionalnega. Značilno je, da je lahko aromatiziran s karamelo ali koncentriranim 
moštom (Giudici in sod., 2009). Tradicionalni in industrijski balzamični kis imata različno 
kemijsko sestavo. Bistvena razlika je v količini sladkorjev, ki se pojavi zaradi izhlapevanja 
vode na račun različnih časov staranja. Višje vsebnosti sladkorjev ima tradicionalni 
balzamični kis in poleg glukoze in fruktoze vsebuje še ksilozo, ramnozo, galaktozo, 
manozo, arabinozo, sukrozo ter nekatere spojine, ki nastanejo zaradi segrevanja brozge in 
staranja kot je npr. 5-hidroksimetil-2-furfural in 5-acetoksimetil-2-furfural (Giudici in sod., 
2009; Consonni in Gatti, 2004). 
 
2.3.4 Rižev kis 
 
Rižev kis tradicionalno proizvajajo na območju vzhodne in jugovzhodne Azije. Izdelan je 
iz riževega vina. Po okusu je nekoliko bolj blag in slajši (Murooka in sod., 2009). Da 
fermentacija sploh poteče, je potrebna predhodna hidroliza škroba do sladkorjev. Na 
Japonskem uporabljajo plesni vrste Aspergillus oryzae. Te se razrastejo na riževih zrnih in 
izločajo encime amilaze, ki nato vodijo pretvorbo škroba v sladkorje (Haruta in sod., 
2006). 
 
2.3.5 Sladni kis 
 
Sladni kis proizvajajo na področjih, kjer imajo dobro razvito proizvodnjo piva, to so 
predvsem Velika Britanija, ZDA in nekatere evropske države. Proizvajajo ga iz 
ječmenovega slada, kateremu lahko dodajo žitna zrna. Najprej mora poteči hidroliza škroba 
v enostavne sladkorje. Ob segrevanju to hidrolizo vodijo encimi ječmenovega slada, 
katerih aktivnost se poveča med kaljenjem. Šele nato lahko potečeta alkoholna in 
ocetnokislinska fermentacija (Gierson, 2009). 
 
2.3.6 Alkoholni kis 
 
Alkoholni kis se proizvaja iz alkohola z biološkim postopkom ocetnokislinske fermentacije 
(Pravilnik o kakovosti kisa in razredčene ocetne kisline, 2004). Koncentracija etanola v 
raztopini je navadno med 10 in 12 vol. %. Pridobiva se ga z destilacijo iz različnih surovin 
kot npr. grozdje, ki vsebujejo sladkor ali škrob (Rajher, 2014). 
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3 PROIZVODNJA KISA  
Proizvodnja kisa zajema pripravljalne postopke surovin, zaporedni fermentaciji (alkoholno 
in ocetnokislinsko fermentacijo) ter zaključne postopke.  
 
3.1 PRIPRAVLJALNI POSTOPKI 
 
Kot surovino za proizvodnjo kisa se lahko uporabi skoraj vsako škrobno surovino. Najbolj 
pogosto so v uporabi jabolčni sok, jabolčni mošt, vino, pivo pa tudi ostale tekočine, ki jih 
pridobimo z alkoholno fermentacijo žit, sadja in krompirja (Plessi, 2003). Surovina ne sme 
predstavljati tveganja za zdravje ljudi oz. ne sme biti kontaminirana z zdravju škodljivimi 
mikroorganizmi. Biti mora neposredni ali posredni vir reducirajočih sladkorjev. Priprava 
surovine zajema mletje in stiskanje sadja za proizvodnjo sadnih kisov in encimsko 
razgradnjo škroba v žitnih zrnih za proizvodnjo kisov iz žit (Solieri in Giudici, 2009). 
 
3.2 ALKOHOLNA IN OCETNOKISLINSKA FERMENTACIJA 
 
Slika 1 prestavlja umestitev alkoholne in ocetne kislinske fermentacije v proizvodnjo kisa 
ter nastanek ocetne kisline.  
                      amilaze 
(C6H10O5 )n    X  C6H12O6     +    y C12H22011 
                                                                              škrob                         glukoza           maltoza 
 
 
          ALKOHOLNA FERMENTACIJA 
       kvasovke 
                                                                               C6H1206                              2 C2H5OH        +        2 CO2 
                                                                          glukoza ali           aerobne razmere
                 
etanol                     ogljikov                          
                                                                              fruktoza                                                                               dioksid 
 
                                          OCETNOKISLINSKA FERMENTACIJA 
                                              ocetnokislinske bakterije 
        2 C2H5OH           +              O2                     2 CH3CHO        +     2 H2O 
                          etanol                  kisik          aerobne  razmere             acetaldehid                voda 
                       (alkohol dehidrogenaza) 
 
                                                          ocetnokislinske bakterije 
 2 CH3CHO         +          O2                                 2 CH3COOH                         
acetaldehid                    kisik                   aerobne razmere              ocetna kislina                 
                                                     (aldehid dehidrogenaza) 
 
 
 
 
 
 
 
 
SADJE (FERMENTATIVNI 
SLADKORJI) 
ŽITO, 
GOMOLJI 
(ŠKROB) 
FERMENTATIVNI MONO- IN 
DISAHARIDI 
ETANOL 
OCETNA KISLINA 
 
Legenda: stopnja polimerizacije(n); množina molekul glukoze(x); množina molekul maltoze(y) 
 
Slika 1: Shema proizvodnje kisa (Adams, 1985)     
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3.2.1 Alkoholna fermentacija 
 
Alkoholna fermentacija je prva faza v proizvodnji kisa. Navadno so uporabljeni različni 
sevi kvasovk vrste Saccharomyces cerevisiae, ki fermentabilne sladkorje kot so npr. 
glukoza, fruktoza in laktoza pretvorijo v etanol in ogljikov dioksid. Alkoholna fermentacija 
poteka brez prisotnosti kisika (Budak in sod., 2014). Zaradi visoke odpornosti proti etanolu 
in hitrega poteka fermentacije sta najbolj pomembni vrsti S. cerevisiae in S. uvarum 
(Solieri in Giudici, 2009). Za fermentacijo sladkorjev iz  melase uporabljajo kvasovke 
vrste Schizzosaccharomyces pombe, za fermentacijo laktoze iz sirotke pa kvasovke vrst 
Kluyveromyces fragilis ter Candida pseudotropicalis (Adams, 1985). Različne vrste 
kvasovk, ki vodijo alkoholno vrenje, vplivajo na končni proizvod. Kisi se razlikujejo 
predvsem v  količinah hlapnih spojin in alkohola (Valles in sod., 2005). 
 
Prevlado kvasne mikroflore nad ostalimi mikroorganizmi omogoča visoka začetna 
koncentracija sladkorja (približno 10 %) in vrednost pH v kislem območju (med 4 in 5). 
Tekom fermentacije se pH še bolj znižuje. Na nekatere mikroorganizme poleg nizke 
vrednosti pH inhibitorno deluje tudi etanol, katerega količina med samo fermentacijo 
narašča. Postopoma se zaradi nastajanja CO2 vzpostavijo anaerobne razmere, kar povzroči 
odmrtje obligatno aerobnih mikroorganizmov (Adams, 1985; Johanides in sod., 1976). 
Alkoholna fermentacija je večinoma zaključena v 48 do 72 urah (Adams, 1985). Na hitrost 
fermentacije ima velik vpliv temperatura fermentacije, sev kvasovk in koncentracija 
sladkorja ter kisika (Ho in sod., 2016). Od fermentirane tekočine na koncu ločimo 
kvasovke in sadno pulpo, ki se po koncu fermentacije posedejo na dno (Solieri in Giudici, 
2009). 
 
Ubeda in sod. (2011) navajajo, da dobimo ob proizvodnji s pomočjo starterskih kultur višje 
vsebnosti alkohola kot pri spontani fermentaciji. Za spontano fermentacijo so značilni 
slabši izkoristki, ker lahko sladkor izkoriščajo tudi mlečnokislinske bakterije in pri tem 
dobimo nižje vrednosti alkohola. Inokulum kvasovk lahko predstavlja ostanek biomase po 
fermentaciji predhodne šarže. Danes kisarne uporabljajo čiste kulture kvasovk, ki jih 
kupijo ali sami pridobijo. Solieri in Giudici (2009) navajata, da z uporabo starterskih kultur 
omogočimo učinkovitejši proces, kar pomeni hitrejši potek fermentacije in višjo končno 
koncentracijo etanola. Izognemo se tudi rasti nezaželenih mikroorganizmov. 
 
3.2.2 Ocetnokislinska fermentacija 
 
Ocetnokislinska fermentacija je druga faza v proizvodnji kisa. Vodena je s strani 
ocetnokislinskih bakterij rodu Acetobacter, ki oksidirajo etanol do ocetne kisline in vode. 
Etanol se oksidira v ocetno kislino v dveh zaporednih reakcijah. Najprej poteče oksidacija 
etanola v acetaldehid, nato pa oksidacija acetaldehida v acetat. Pri tem procesu sodelujeta 
encima alkohol dehidrogenaza in aldehid dehidrogenaza, ki sta povezana z dihalno verigo 
ter locirana v periplazmatskem prostoru na citoplazmatski membrani (Trček in sod., 2016). 
Nastanek ocetne kisline iz etanola je prikazan na sliki 1. 
 
Trček in sod. (2016) navajajo, da najprej poteče proces prilagajanja, ki je dolg okoli 20 ur, 
nato pa se nadaljuje proces intenzivne proizvodnje ocetne kisline, ki traja približno 26 ur. 
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Pomembno je, da kontroliramo temperaturo, ker ta parameter močno vpliva na kakovost 
kisa. Pri tem moramo upoštevati, da je optimalna temperatura za rast večine 
ocetnokislinskih bakterij pri 25-30 °C (Raspor in Goranovič, 2008). Pri ocetnokislinski 
fermentaciji se sprosti okoli 118 kJ/mol energije (Johanides in sod., 1976). 
 
3.3 ZAKLJUČNI POSTOPKI PROIZVODNJE KISA 
 
Kis je po končani ocetnokislinski fermentaciji potrebno še dodatno obdelati. Med glavne 
postopke štejemo filtracijo, zorenje, bistrenje, pasterizacijo in polnjenje. Če je kis še moten 
in vsebuje ostanke ocetne matice, ga najprej filtriramo (Rajher, 2014). Nato ga zorimo v 
lesenih sodih ali posodah iz nerjavečega jekla. Med zorenjem kis pridobiva značilen okus, 
aromo in barvo ter tako prispeva k senzorični kakovosti kisa. Med staranjem potekajo 
reakcije polimerizacije, kemijske oksidacije, reakcije med preostalimi alkoholi in ocetno 
kislino ter tvorba estrov. Med procesom se sproščajo snovi iz lesa (v primeru staranja v 
lesenih sodih), hkrati pa prihaja tudi do izgub snovi zaradi izhlapevanja (Mas in sod., 
2014). V preteklosti je zorenje zajemalo obdobje najmanj enega leta, danes pa pogosto 
samo 1 ali 2 meseca, predvsem zaradi nižjih proizvodnih stroškov in manjših stroškov 
shranjevanja. Paziti moramo, da posodo napolnimo do vrha. Bistrost dosežemo s 
samobistrenjem s posedanjem ali z dodatkom čistil (bentonit). Po zorenju in bistrenju se 
kis lahko pasterizira, in sicer tako, da kis vodimo skozi toplotni izmenjevalec pri 
temperaturi 66 °C v času do 5 min (Joshi in Sharma, 2009). Na koncu sledi še polnjenje 
kisa v embalažo (Rajher, 2014). 
 
3.4 TEHNOLOGIJE PROIZVODNJE KISA 
 
Poznamo tri različne tehnologije proizvodnje kisa: proizvodnja z uporabo površinske 
kulture oz. Orleanski postopek, proizvodnja z imobilizirano kulturo ter submerzni 
postopek. Orleanski postopek je najstarejši in glede na drugi dve tehnologiji bolj počasen, 
vendar pa daje kis najboljše kakovosti. Industrijske vrste kisa se danes najpogosteje 
proizvaja v acetatorjih s submerznim postopkom (Dabija in Hatnean, 2014). 
 
3.4.1 Proizvodnja z uporabo površinske kulture oz. Orleanski postopek 
 
Orleanski postopek predstavlja eno izmed najstarejših tehnologij proizvodnje kisa. Ime je 
dobil po francoskem kraju Orleans, kjer so ga uporabljali že v 14. stoletju. Za ta način 
proizvodnje je značilno, da se v odprtih ali delno napolnjenih sodih z alkoholnim 
substratom po določenem času namnoži mikroflora ocetnokislinskih bakterij. Bakterije se 
razvijejo na površini in tvorijo film oz. mreno, poznano pod imenom ocetna matica ali 
klobuk. Pomembno je, da alkoholnega substrata nikoli ne napolnimo do vrha posode, saj so 
ocetnokislinske bakterije aerobne in za svoj metabolizem nujno potrebujejo kisik. Slabost 
tega postopka je predvsem v dolgotrajnosti samega procesa, ki pa ga lahko skrajšamo z 
uporabo inokuluma. Pomagamo si lahko z uporabo posode (npr. z vezanimi bakterijami na 
notranji strani soda) ali ostankom že narejenega kisa iz predhodne šarže, ki lahko 
predstavlja inokulum za naslednjo šaržo, in s tem pospeši sam postopek (Adams, 1985). 
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Orleanski postopek je pol-kontinurini proces, kjer ocetnokislinsko mikrobno združbo 
vzdržujemo v aktivnem stanju. Značilnost tega postopka je, da del kisa stalno odvajamo in 
sproti dolivamo nov alkoholni substrat. Na vrhu soda so izvrtane 2-3 cm velike odprtine, ki 
omogočajo prezračevanje. Zaščitene so s tkanino, da preprečujejo dostop insektom 
(Adams, 1985). Ocetnokislinska fermentacija poteka od 8 do 14 tednov. Temperatura, pri 
kateri fermentacija optimalno poteka, je 25-27 °C. Njen potek je odvisen od različnih 
dejavnikov, kot so temperatura fermentacije, začetna koncentracija etanola, sestava 
ocetnokislinske mikrobne združbe in koncentracija kisika (Dabija in Hatnean, 2014). 
Proces fermentacije se zaključi, ko koncentracija ocetne kisline doseže vrednost okoli 5 %. 
Danes se v proizvodnih obratih ta postopek le redko uporablja. Omejen je na uporabo v  
gospodinjstvih za lastno uporabo. 
 
3.4.2 Proizvodnja z imobilizirano kulturo 
 
V 18. stoletju je danski tehnolog Herman Boerhaave ugotovil, da na količino nastale ocetne 
kisline poglavitno vpliva površina substrata, ki je izpostavljena zraku. Za proizvodnjo z 
imobilizirano kulturo je značilno, da ima skrajšan čas proizvodnje. Izboljšanje je temeljilo 
na povečanju stične površine med ocetnokislinskimi bakterijami in alkoholnim substratom 
ter boljšem prezračevanju. Proces so vodili tako, da so dva soda z dvojnim dnom napolnili 
z grozdnimi peclji in tankimi vejami vinske trte. Preko tanjših vejic so pretakali tekočino iz 
enega soda v drugega. Pri tem je bila ocetnokislinska mikrobna združba imobilizirana na 
grozdna stebla in veje vinske trte, ki so delovali kot nosilci. Kasneje se je razvila novejša 
metoda, ki je bila izboljšava prej omenjene. Sode so nadomestili posebni generatorji. To so 
cilindrični leseni bioreaktorji, ki so napolnjeni z lesenimi oblanci, bezgovimi vejicami in 
trsnimi palicami. Na njih se je nato imobilizirala ocetnokislinska mikrobna združba. Za to 
metodo je značilno, da tekočina kroži od dna generatorja proti vrhu. Tam se tekočina 
razprši preko lesenih oblancev z vezano kulturo in počasi spet pride do dna (Adams, 1985). 
 
3.4.3 Submerzni postopek 
 
Submerzni postopek je najsodobnejša in najučinkovitejša tehnologija za proizvodnjo kisa. 
Danes predstavlja glavni način proizvodnje. Gre za postopek, kjer so ocetnokislinske 
bakterije enakomerno porazdeljene po celotnem volumnu bioreaktorja. Bistvo tega 
postopka je, da imajo stalen dovod zraka, saj so zelo občutljive na njegovo pomanjkanje. 
Ena izmed verzij teh generatorjev je Fringsov acetator (Adams, 1985). Proces fermentacije 
poteka v jeklenih cisternah z zmogljivostjo od 10.000 do 40.000 l. Te so opremljene s 
sistemi za dovod zraka, ohlajanje, uravnavanje pene  in regulacijo ventilov. V proces so 
vključeni trije glavni koraki. Najprej poteče polnjenje cistern s surovino in inokulumom 
kulture v fermentacijski medij in proces fermentacije. Na koncu pa še praznjenje cistern, 
kjer se odstrani le del vsebine,  preostanek pa ostane v posodi za naslednji cikel (Tesfaye in 
sod., 2002). 
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3.5 PROIZVODNJA BALZAMIČNEGA KISA 
 
Tradicionalni balzamični kis je eden izmed pomembnih simbolov italijanske gastronomije. 
Ima zaščiteno označbo porekla. Pravilo je, da mora grozdje sorte trebiano, iz katerega 
pridelajo balzamični kis, izvirati iz področja Modene ali regije Emilije (Giudici in sod., 
2009). Pridobivajo ga iz prekuhanega mošta, z zelo visoko koncentracijo sladkorja in nizko 
stopnjo kislosti. Proizveden je z uporabo površinske kulture. Vsebnost glukoze in fruktoze 
je med 20 in 60 °Bx, vrednost pH pa 2,3-3,2 (Solieri in sod., 2006).  
 
Proizvodnja balzamičnega kisa se začne s počasnim prekuhavanjem grozdnega mošta, da 
se začetni volumen zmanjša na polovico oz. tretjino. Nato zaradi visoke vsebnosti 
sladkorjev bistveno počasneje kot pri proizvodnji vinskega kisa poteče alkoholna 
fermentacija, kjer vsebnost etanola doseže 4-10 %. V nadaljevanju ocetnokislinske 
bakterije oksidirajo etanol do ocetne kisline. Obe fermentaciji potekata spontano (Gullo in 
Giudici, 2008). Posebnost pri proizvodnji balzamičnega kisa je, da se mora kis po koncu 
ocetnokislinske fermentacije starati za obdobje najmanj 12 let. Končni izdelek je temne 
barve in zelo gost, njegov okus pa zelo kompleksen (Giudici in sod., 2009).  
 
Tradicionalni balzamični kis se lahko stara tudi 25 let in več. Značilno je staranje v lesenih 
sodih, ki poteka po določenem zaporedju (hrast, kostanj, češnja, jesen, murva) (Daglia in 
sod., 2013). Proces staranja poteka preko niza lesenih sodov, ki so iz različnih vrst lesa in 
različnih velikosti. Končni izdelek predstavlja del odlitega volumna iz najmanjšega soda, 
ki se ga nato nadomesti z enakim volumnom iz večjega soda. Enako se postopa tudi z 
drugimi sodi vse do zadnjega soda, v katerega nalijemo prevreti mošt. Vsak sod torej 
vsebuje mešanico različno staranih kisov in njihova starost se povečuje od največjega proti 
najmanjšemu. Dolivanje se opravi enkrat letno za najmanj 12 let. Med staranjem se 
koncentracija topnih snovi (sladkorja) povečuje na račun izhlapevanja vode skozi les in 
odprtino na vrhu soda (Giudici in sod., 2009). 
 
Pri proizvodnji balzamičnega kisa lahko pride do popolne ali delne inaktivacije 
ocetnokislinskih bakterij kar upočasni proces acetifikacije. Posledično je pH medija višja, 
kar omogoča razvoj bakteriofagov, ki inducirajo lizo celic ocetnokislinskih bakterij. Ukrepi 
za preprečevanje okužb v industrijski proizvodnji so uporaba pasteriziranega substrata, 
steriliziranega filtriranega zraka in stroga ločitev uporabe ocetne matice za vsak submerzni 
fermentor. Lahko pride tudi do oksidacije ocetne kisline do CO2 in H2O. Ena izmed napak 
je tudi nastanek ekstracelularnih polisaharidov, ki so metaboliti ocetnokislinskih bakterij. 
Pojavijo se na površini kisa. Glavni med njimi so dekstrani, levani in celuloza, ki so 
nezaželeni zaradi negativnega vpliva na senzorične lastnosti (Gullo in Giudici, 2008). 
 
Kemijska sestava balzamičnega kisa je rezultat kompleksnega mikrobiološkega delovanja  
in fizikalno-kemijskih sprememb. Zaradi različnih načinov proizvodnje od proizvajalca do 
proizvajalca ne moremo dobiti natančne kemijske slike balzamičnega kisa, vendar so bile 
kljub temu navedene okvirne vrednosti posameznih komponent. Sladkorji (glukoza, 
fruktoza, ksiloza, riboza) predstavljajo 35,43-56,93 g/100 g kisa. Od nehlapnih kislin so 
zastopane sledeče kisline: vinska (0,23-0,76 g/100 g), jantarna (0,679-1,77 g/100 g), 
jabolčna (0,84-1,88  g/100 g), glukonska (0,33-3,34 g/100 g) in mlečna (0,039-
0,071 g/100 g). Od hlapnih kislin pa izstopajo ocetna kislina (6,12-1,02 mg/kg), alkoholi 
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(23,7-70,2 mg/kg), aldehidi (2,82-11,2 mg/kg), višji alkoholi (3,38-12,3 mg/kg) in estri 
(0,15-20 mg/kg) (Giudici in sod., 2009). Te spojine imajo ključno vlogo na senzorične 
lastnosti kisa. Kot produkt metabolizma ocetnokislinskih bakterij nastaneta ocetna in 
glukonska kislina, medtem ko vinska kislina izhaja iz osnovne surovine oz. grozdja. V 
manjših koncentracijah sta prisotni tudi jantarna in mlečna kislina. Prva nastane iz 
oksaloacetata in malata v metabolizmu kvasovk, medtem ko mlečna nastane pri razgradnji 
jabolčne kisline mlečnkislinskih bakterij ali pri fermentaciji glukoze s strani kvasovk. 
Dokazali so tudi številne hlapne spojine kot so estri, ketoni, alkoholi in etilni estri. Med 
procesom Maillardove reakcije pa nastanejo furfural, 5-metil-2-furaldehid, 5-hidroksimetil 
furan-2-karbaldehid idr. (Giudici in sod., 2009). Na kemične in senzorične lastnosti kisa 
vpliva sam proces proizvodnje, kjer sta pomembna dejavnika surovina in čas staranja v 
lesenih sodih (Guerreiro in sod., 2014).  
 
4 OCETNOKISLINSKE BAKTERIJE 
Ocetnokislinske bakterije so gramnegativne striktno aerobne bakterije. So mezofilni 
mikroorganizmi, ki imajo optimalno rastejo pri 25-30 °C. Kot vir ogljika izkoriščajo 
različne snovi kot so npr. glukoza, etanol, laktat ali glicerol. Bakterije teh substratov ne 
oksidirajo popolnoma. Pri tem se tvorijo stranski produkti metabolizma oz. aromatske 
spojine, kot so npr. aldehidi, ketoni in organske kisline (ocetna, vinska, jantarna, mlečna, 
citronska), ki oblikujejo končno aromo in okus kisa. Sposobnost oksidacije večjega spektra 
ogljikovih hidratov in tvorba želenih produktov njihovega metabolizma omogoča 
bakterijam uporabnost pri različnih biotehnoloških procesih in proizvodnji živil. Eden 
izmed najpomembnejših procesov je zagotovo proizvodnja kisa (Deppenmeier in sod., 
2002; Gullo in Giudici, 2008).  
 
V zadnjih desetletjih so fiziologijo ocetnokislinskih bakterij obširno raziskovali predvsem 
na račun njihove vloge v proizvodnji hrane. Ocetnokislinske bakterije sodelujejo npr. pri 
proizvodnji palmovega vina, kakava v prahu in fermentiranega čaja (Kombucha). 
Uporabljajo se v industrijski biotehnologiji za proizvodnjo L-askorbinske kisline, 
dihidroksi- acetona, glukonske kisline in celuloze (Mamlouk in Gullo, 2013). Poleg široke 
uporabnosti omenjenih bakterij v proizvodnji pa so poznani tudi nezaželeni učinki tvorbe 
ocetne kisline. To so predvsem kvarjenje fermentiranih pijač, kot so vino, jabolčno vino in 
pivo, kjer je produkcija ocetne kisline nezaželena (Bartowsky in Henschke, 2008). V 
določenih razmerah ocetnokislinske bakterije kvarijo tudi kis.  
 
4.1 TAKSONOMIJA OCETNOKISLINSKIH BAKTERIJ 
 
Ocetnokislinske bakterije, ki jih uvrščamo v družino Aacetobacteriaceae, so se na podlagi 
različnih oblik, velikosti in metabolnih lastnosti skoraj stoletje delile na dva rodova, 
Acetobacter in Gluconobacter. Znotraj rodu Acetobacter so razlikovali vrste A. aceti, A. 
europaeus,  A. diazotrophicus, A. hansenii, A. liquefaciens, A. methanolicus, A. 
pasteurianus in A. xylinum. Znotraj rodu Gluconobacter pa vrste G. asai, G. frateurii, G. 
cerinus in G. oxydans (Holt in sod., 1994). Konec prejšnjega stoletja je razvoj molekularne 
biologije omogočil opis novih rodov in vrst. Danes so ocetnokislinske bakterije razvrščene 
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v 17 rodov: Acetobacter, Gluconobacter, Gluconacetobacter, Asaia, Komagataeibacter, 
Acidomonas, Kozakia, Swaminthania, Saccharibacter, Neoas, Granulibacter, 
Tanticharoenia, Ameyamaea, Endobacter, Nguyenibacter, Swingsia in Neokomagataea 
(Yamada, 2016). 
 
4.2 LASTNOSTI OCETNOKISLINSKIH BAKTERIJ  
 
Med lastnosti ocetnokislinskih bakterij uvrščamo morfološke in fiziološke značilnosti. S 
fiziološkimi značilnostmi so opisani aktivnost bakterijskih encimov, izkoriščanje različnih 
virov ogljika in dušika, odnos bakterij do kisika ter tvorbo sekundarnih metabolitov. 
Zaželene značilnosti ocetnokislinskih bakterij pri proizvodnji kisa so prednostno 
izkoriščanje etanola, učinkovita oksidacija, hitra proizvodnja ocetne kisline, odpornost 
proti ocetni kislini, nizki vrednosti pH ter bakteriofagom. Nezaželena pa je oksidacija 
ocetne kisline do vode in C02, produkcija celuloze in nezaželenih aromatičnih spojin 
(Gullo in Giudici, 2008). 
 
4.2.1 Morfološke značilnosti 
 
Ocetnokislinske bakterije so gramnegativne, nesporogene elipsoidne ali paličaste oblike, ki 
v dolžino merijo 0,4-4,5 μm. Pojavljajo se lahko posamezno, v parih ali kratkih verižicah. 
Nekateri sevi imajo značilne flagele, ki jim omogočajo gibanje (Sengun in Karabiyikli, 
2010).  
 
4.2.2 Fiziološke značilnosti 
 
Ocetnokislinske bakterije za metabolizem nujno potrebujejo kisik. Optimalno rastejo pri 
temperaturi med 25-30 °C in vrednosti pH med 5,5-6,3 (Raspor in Goranovič, 2008). Za 
ocetnokislinske bakterije je značilna odpornost proti ocetni kislini. So oksidaza negativni 
in katalaza pozitivni mikroorganizmi (Adams, 1985). Večina ocetnokislinskih bakterij je 
sposobnih oksidirati etanol do ocetne kisline, izjeme pa so bakterije sodu Asaia, ki iz 
etanola ne morejo proizvesti ocetne kisline ter bakterije rodov Saccharibacter in 
Granulibacter, ki proizvedejo zanemarljivo majhne koncentracije ocetne kisline (Gullo in 
sod., 2014). Ključno vlogo pri procesu oksidacije imata encima alkohol dehidrogenaza in 
aldehid dehidrogenaza, ki se nahajata na zunanji površini citoplazmatske membrane. 
Količina proizvedene ocetne kisline variira med različnimi sevi (Gullo in Giudici, 2008). 
Lu in sod. (1999) so z raziskavo dokazali, da sev bakterij vrste Acetobacter sp. I14–2 
proizvede do 50 g/l ocetne kisline. Vključili so tudi druge seve kot npr. sev bakterij vrste A. 
aceti IFO 3283, ki je proizvedel 23 g/l in sev bakterij vrste A. pasteurianus ATCC 9432, ki 
proizvede 6 g/l. Gojeni so bili v mediju z 5 % koncentracijo etanola pri 30 °C (Lu in sod., 
1999). 
Bakterije rodov Acetobacter in Gluconobacter se razlikujejo po tem, da bakterije rodu 
Gluconobacter prednostno izkoriščajo glukozo, za razliko od bakterij rodu Acetobacter, ki 
pred fermentativnimi sladkorji izkoriščajo alkohole npr. etanol. Bakterije rodu Acetobacter 
so sposobne pretvoriti acetat in laktat do CO2 za razliko od bakterij rodu Gluconobacter, ki 
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te sposobnosti nimajo. Eden izmed biokemijskih procesov, ki je povezan s povzročanjem 
kvara, je oksidacija ocetne kisline do H2O in CO2, ki poteka preko cikla trikarboksilne 
kisline. Ta proces lahko vršijo bakterije rodov Acetobacter, Gluconobacter in Acidomonas. 
Reakcija poteče ob pomanjkanju alkoholnega substrata (etanola), zato je pomembno, da  
koncentracija etanola med procesom ne pade pod 0,5-1 % ter, da se ob pomanjkanju 
etanola proces ocetnokislinske fermentacije ustavi (Gullo in Giudici, 2008; Raspor in 
Goranovič, 2008; Mas in sod., 2014). 
4.3 RASTNI DEJAVNIKI OCETNOKISLINSKIH BAKTERIJ POMEMBNI PRI 
PROIZVODNJI KISA 
 
Zelo pomembno je, da bakterijam omogočamo optimalne razmere rasti, saj je njihova 
uporaba z nezadostnim poznavanjem njihovih potreb po hranilih in razmerah gojenja lahko 
omejena. 
 
4.3.1 Hranila 
 
Surovina za proizvodnjo kisa (npr. jabolka, grozdje) mora vsebovati specifična hranila, ki 
omogočajo rast ocetnokislinskih bakterij (Adams, 1985). Kot vir ogljika lahko iz surovine 
izkoriščajo etanol, sladkorje (glukozo, arabinozo, fruktozo, galaktozo, manozo, ribozo) ter 
alkoholne sladkorje (glicerol, D-manitol, D-sotbitol, D-arabitol). Kot vir dušika izkoriščajo 
anorganski amonijak  in aminokisline (Mamlouk in Gullo, 2013). Poleg oskrbe z virom 
ogljika in dušika imajo bakterije specifične potrebe po vitaminih B-kompleksa (tiamin, 
niacin, pantotenska kislina, piridoksin, biotin, folna kislina) in mikro-hranilih (K, Mg, Na, 
Ca, Fe). Nekateri proizvajalci kisa dodajajo v surovino hranila v obliki glukoze, 
anorganskega fosfata in sulfida, kalcija, magnezija ter potrebne vitamine (Adams, 1985; 
Bartowsky, 2008). Chou in sod. (2015) poročajo, da rižev kis ''Kurosu'' vsebuje 
aminokisline levcin, valin, treonin, izolevcin, fenilalanin, metionin, histidin in lizin ter 
večinsko zastopane glutaminsko kislino, prolin in alanin. Med glavnimi mineralnimi 
spojinami v kisu so kalij in magnezij, manjše vrednosti pa je prisotnega kalcija, železa, 
mangana in selena.  
 
4.3.2 Kisik 
 
Za zagotavljanje optimalnih razmer ocetnokislinske fermentacije je potrebno doseči in 
vzdrževati določeno koncentracijo raztopljenega kisika. Dokazano je bilo, da je optimalna 
koncentracija kisika pri proizvodnji v polkontinuirnem procesu 1-3 mg/kg. Tako nižje kot 
tudi višje koncentracije kisika povzročijo manjšo tvorbo ocetne kisline. Višje koncentracije 
kisika zavirajo rast ocetnokislinskih bakterij na račun oksidativnega stresa in poškodb 
proteinov (Gullo in Giudici, 2008; Gullo in sod., 2014).  Količina kisika, ki je na razpolago 
bakterijam, vpliva na hitrost fermentacije in tvorbo metabolitov, ki oblikuje senzorično 
kakovost končnega produkta  (Dabija in Hatnean, 2014). Pomanjkanje kisika je neposredno 
povezano z manjšo tvorbo ocetne kisline. Prekinitev oskrbe s kisikom pa privede do 
odmrtja ocetnokislinskih bakterij in prekinitve procesa acetifikacije (Raspor in Goranovič, 
2008). Za pretvorbo 1 l etanola pri 30 °C je potrebnih 430 l kisika (Adams, 1985). 
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4.3.3 Vrednost pH  
 
Optimalna vrednost pH za rast ocetnokislinskih bakterij med 5-6,5 (Gullo in Giudici, 
2008). Imajo sposobnost oksidacije etanola pri nizki vrednosti pH pod 5 (Raspor in 
Goranovič, 2008). Toleranca na nizko vrednost pH je pogojena s koncentracijo etanola. 
Raziskava, ki je bila izvedena z bakterijami vrste A. pasteurianus dokazuje, da visoke 
koncentracije etanola (12,5 %) povečajo občutljivost na nizke vrednosti pH (Gullo in 
Giudici, 2008). 
  
4.3.4 Etanol 
 
Odpornost proti etanolu se med vrstami in sevi ocetnokislinskih bakterij razlikuje (Gullo in 
Giudici, 2008). Običajno bakterije najbolje rastejo pri 5-10 % etanola. Za bakterije vrst 
Gluconobacter hansenii, Acetobacter pasteurianus in Gluconobacter europaeus je 
značilno, da rastejo v medijih z do 10 % etanola, vendar so med sevi razlike, saj nekateri 
sevi bakterije vrste G. europaeus rastejo pri 5 % etanola, ne pa tudi pri 10 % (Gullo in sod., 
2006). Praviloma koncentracija etanola v mediju ne sme pasti pod 0,2 % (v/v). S tem 
preprečujemo možnost oksidacije ocetne kisline in posledično nižanje njene koncentracije 
(Solieri in Giudici, 2009). 
 
4.3.5 Temperatura 
 
Optimalna temperatura za rast ocetnokislinskih bakterij je od 25 do 30 °C. Termofilne 
ocetnokislinske bakterije so sposobne rasti tudi pri 40 °C in lahko oksidirajo etanol pri 38- 
40 °C z enako hitrostjo kot mezofilni sevi pri 30 °C. Ena izmed študij je pokazala, da so pri 
10 °C ocetnokislinske bakterije še vedno aktivne, vendar imajo počasnejšo rast (Raspor in 
Goranovič, 2008). 
 
5 SESTAVA MIKROBNE ZDRUŽBE V KISU 
Poleg kvasovk, ki prevladujejo v začetni fazi proizvodnje in ocetnokislinskih bakterij, ki 
zaključujejo sam proces, so vedno prisotne tudi mlečnokislinske bakterije, ki tekom 
heterofermentativne mlečnokislinske fermentacije lahko sproščajo manjše količine etanola 
in ocetne kisline ter mlečno kislino (Rainieri in Zambonelli, 2009). V preglednici 1 so 
našteti mikroorganizmi, ki so vključeni v proizvodni proces kisa: 
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Preglednica 1: Mikroorganizmi, vključeni v proizvodnjo kisa (Rainieri in Zambonelli, 2009) 
 
Tvorba etanola Tvorba ocetne kisline 
Kvasovke–alkoholna fermentacija: Saccharomyces cerevisiae, 
Zygosaccharomyces bailii, Z. rouxii, Hanseniaspora 
valbyensis, S. bayanus, S. pastorianus, S. paradoxus, S. 
cariocanus, S. mikatae, S. kudriavzevii 
 
Ocetno-kislinske bakterije-
ocetnokislinska fermentacija: 
Acetobacter pasteurianus, A. 
peroxydans, A. polyoxogenes, A. 
hansenii, A. aceti, A. malorum, 
Gluconobacter oxydans, G. 
europaeus, G. hansenii, G. xylinus, 
Komagataeibacter oboedinens, K. 
saccharivorans 
 
Mlečno-kislinske bakterije-heterofermentativna 
mlečnokislinska fermentacija: Lactobacillus fermentum, L. 
lactis, Pediococcus acidilactici, L. acetotolerans, Oenococcus 
oeni 
 
 
 
Mlečnokislinske bakterije tvorijo organski kislini (ocetno in mlečno) ter druge komponente 
kisa kot npr. acetoin in s tem vplivajo na aromatski spekter v kisu. Njihova značilnost je, 
da vodijo mlečnokislinsko fermentacijo tekom katere se jabolčna kislina pretvori v L-
mlečno kislino. Posledica je zmanjšanje skupnih kislin in milejši okus kisa. Med 
pogostejše prisotnimi v kisu so bakterije rodov Lactobacillus in Oenococcus, med katerimi 
prevladujejo bakterije vrst L. fermentum in L. acetotolerans in O. oeni. Glukozo lahko 
fermentirajo preko fosfoketolazne (heterofermentativna) poti pri kateri nastane mlečna 
kislina, CO2, etanol in ocetna kislina (Rainieri in Zambonelli, 2009; Trček in sod., 2016). 
V raziskavi, ki so jo izvedli Haruta in sod. (2006) so v riževem kisu izolirali in določili 
bakterije vrst L. fermentum, L. lactis, P. acidilactici, L. acetotolerans. 
 
Pri proizvodnji etanola sodelujejo kvasovke rodov: Saccharomyces, Hanseniaspora, 
Kloeckera, Kluyveromyces in Zygosaccharomyces. Najpomembnejše so kvasovke rodu 
Saccharomyces, med katerimi najdemo kvasovke vrst S. cerevisiae, S. bayanus, S. 
pastorianus, S. paradoxus, S. cariocanus, S. mikatae in S. kudriavzevii. Zaradi največje 
odpornosti proti etanolu so v proizvodnji kisa najpogosteje prisotne kvasovke vrste S. 
cerevisiae. Kvasovke vrste S. bayanus se od kvasovk vrste S. cerevisiae razlikujejo po tem, 
da lahko proizvajajo jabolčno kislino ter proizvajajo višje koncentracije glicerola. 
Kvasovke rodu Hanseniaspora in Kloeckera lahko fermentirajo maltozo in saharozo. Imajo 
nizko toleranco proti etanolu, kar dokazuje dejstvo, da se rast kvasovk vrste H. uvarum 
ustavi, ko koncentracija etanola doseže 4 % koncentracijo. Najpomembnejša lastnost 
kvasovk rodu Kluyveromyces je oksidacija laktoze, ki je pomembna pri proizvodnji kisa iz 
sirotke. Kvasovke rodu Zygosaccharomyces rastejo v okolju bogatem s sladkorji in so 
značilni predstavniki mikrobne združbe v balzamičnem kisu (Rainieri in Zamboneli, 2009). 
 
Na sestavo in število bakterij v kisu vplivajo notranji in zunanji dejavniki. Med notranje 
uvrščamo vrednost pH, koncentracijo etanola in koncentracijo sladkorjev. Zunanji 
dejavniki pa so temperatura, relativna vlažnost, koncentracija kisika in prisotnost ter 
aktivnost nekaterih kvasovk in plesni, ki zavirajo njihovo delovanje (Solieri in sod., 2012). 
Na prevladujočo vrsto bakterij vpliva predvsem koncentracija ocetne kisline. Bakterije 
vrste Gluconacetobacter europaeus, Ga. oboediens in Ga. intermedius uspešno rastejo v 
medijih pri koncentraciji ocetne kisline nad 6 % (Trček in sod., 2015; 2006). Pri 
koncentraciji ocetne kisline pod 6 % pa prevladujejo bakterije vrst A. pasteuriaus in A. 
aceti ter bakterije rodu Gluconobacter (Gullo in sod., 2014). Čeprav ocetna kislina zaradi 
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prekinitve membranskega transporta in nižanja vrednosti pH celic deluje toksično na 
večino mikroorganizmov že pri koncentraciji 0,5 %, imajo ocetnokislinske bakterije razvite 
mehanizme, ki jim omogočajo toleranco npr. oksidacija ocetne kisline do C02 in  H20 ter 
učinkovito odvajanje protonov iz celice (Trček in sod., 2006; Solieri in sod., 2009). 
Dokazali so, da imajo sevi bakterij vrste A. pasteurianus (-IFO3283, SKU1108, MSU10-) 
višjo odpornost proti ocetni kislini zaradi tvorbe eksopolisaharidov, ki delujejo kot 
pregrada pri prehodu ocetne kisline v bakterijske celice (Kanchanarach in sod., 2010). 
Preživetje ocetnokislinskih bakterij pri koncentraciji ocetne kisline 11,5-12 % je 
omogočeno zaradi visoke stopnje aktivnosti encima alkohol dehidrogenaze (Trček in sod., 
2006). Ena izmed pomembnejših vrst ocetnokislinskih bakterij v kisu je A. aceti, vendar so 
kulture vedno mešane. Najpogosteje so bile v kisu detektirane bakterije vrst A. 
pasteurianus, A. peroxydans, A. polyoxogenes, A. hansenii, G. oxydans. Bakterije vrste G. 
europaeus so v srednji Evropi opisane kot dominantna vrsta pri submerznem industrijskem 
proizvodnem procesu, medtem ko so bakterije vrste G. xylinus pogosto izolirane in 
določene pri tradicionalnih postopkih. Na sestavo mikrobne združbe v kisu vplivajo 
predvsem komponente v surovini (npr. fermentativni sladkorji in organske kisline) za 
proizvodnjo kisa, ki določajo prevladujoče vrste, ki sodelujejo pri acetifikaciji (Solieri in 
Giudici, 2009). Mikrobna združba se razlikuje glede na različne vrste kisov. V preglednici 
2 so naštete vrste ocetnokislinskih bakterij, ki se najpogosteje pojavljajo v nekaterih vrstah 
kisa. 
 
Preglednica 2: Ocetnokislinske bakterije izolirane iz različnih vrst kisa (Trček, 2005; Haruta in sod., 2006, 
Gullo in Giudici, 2008; Gullo in sod., 2006)  
 
Ocetnokislinske bakterije Vrsta kisa 
Acetobacter acetii  Jabolčni kis 
Acetobacter pasteurianus Jabolčni, rižev, vinski in 
balzamični kis 
Gluconacetobacter hansenii Jabolčni in tradicionalni 
balzamični kis 
Gluconacetobacter xylinus Jabolčni in tradicionalni 
balzamični kis 
Gluconacetobacter 
europaeus 
Vinski in jabolčni kis 
Gluconobacter oxydans Jabolčni, vinski in balzamični kis 
 
5.1 MIKROBNA ZDRUŽBA V JABOLČNEM KISU 
 
Sestavo mikrobne združbe v proizvodnji jabolčnega kisa v največji meri določa mikrobna 
združba jabolk in je sestavljena iz kvasovk, ki vključuje kvasovke rodov Kloeckera, 
Saccharomyces, Metschnikowia, Candida in Pichia, mlečnokislinske bakterije rodov 
Lactobacillus, Pediococcus, Leuconostoc in Oenococcus ter ocetnokislinske bakterije 
rodov Acetobacter in Gluconobacter (Joshi in Sharma, 2009). Kvasovke, najpomembnejše 
pri alkoholni fermentaciji, so kvasovke vrste S. cerevisiae (Valles in sod., 2015). Štornik in 
sod. (2016) so v raziskavi iz jabolčnega kisa izolirali nekatere seve kvasovke vrste C. 
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ethanolica (LN613144, LN613148, LN613149, LN613150, LN61315, LN613153), P. 
membranifaciens (LN613145) in S. ludwigii (LN613151). 
 
V jabolčnem vinu so ugotovili prisotnost mlečnokislinskih bakterij vrst L. collinoides (15 
sevov), L. diolivorans (16 sevov), L. plantarum (2 seva), L. suebicus (3 sevi), O. oeni (10 
sevov) in P. parvulus (Garai in sod., 2007). 
 
V jabolčnem kisu prevladujejo ocetnokislinske bakterije. Trček in sod. (2016) navajajo, da 
je mikrobna združba v jabolčnem kisu heterogena. V raziskavo so vključili nefiltrirane 
vzorce ekološkega jabolčnega kisa, ki so bili sistematično zbrani tekom celotnega poteka 
oksidacije pri submerznem industrijskem postopku. V jabolčnem kisu so ugotovili 
prevladujočo zastopanost ocetnokislinskih in mlečnokislinskih bakterij. Ocetnokislinsko 
mikrobno združbo v ekološkem jabolčnem kisu so sestavljale bakterije rodov Acetobacter 
in Komagataeibacter. Nepričakovano pa so bile v manjši meri v celotnem procesu 
ocetnokislinske fermentacije zastopane bakterije rodu Gluconobacter, kar kaže na možen 
razvoj odpornosti bakterij proti etanolu in ocetni kislini. Poleg ocetnokislinskih bakterij so 
identificirali tudi mlečnokislinske. Izmed slednih so se v kisu pojavljale bakterije rodov 
Lactobacillus in Oenococcus. V raziskavi vrste niso bile raziskane. Pri tem so ugotovili, da 
število bakterij rodu Oenococcus narašča z višjo koncentracijo ocetne kisline. Na začetku 
procesa ocetnokislinske fermentacije prevladujejo bakterije rodu Acetobacter, na koncu pa 
so večinsko zastopane bakterije rodu Komagataeibacter. Na začetku ocetnokislinske 
fermentacije so ocetnokislinske bakterije predstavljale 55,4 - 63,6 % mikrobne združbe, 
mlečnokislinske bakterije pa 35,0 - 40,4 %. Na koncu so ocetnokislinske bakterije 
prevladovale z 81,8 - 83,7 %, v primerjavi z mlečnokislinskimi bakterijami, ki so 
predstavljale 15,5 - 17,4 %. Z raziskavo so potrdili spreminjanje sestave mikrobne združbe 
jabolčnega kisa med različno starimi kisi. Analizirali so kise proizvedene leta 2014 (1 
vzorec) in 2015 (2 vzorca). Sestava mikrobne združbe se spreminja zaradi specifične 
sestave mikrobne združbe površine jabolk med različnimi letniki. Z raziskavo so dokazali, 
da je koncentracija ocetne kisline eden izmed najpomembnejših dejavnikov, ki vplivajo na 
sestavo mikrobne združbe v kisu (Trček in sod., 2016). Štornik in sod. (2016) navajajo, da 
mikrobno združbo jabolčnega kisa v največji meri sestavljajo bakterije vrst A. 
pasteurianus, K. oboedinens in K. saccharivorans. 
 
Mikrobna združba v jabolčnem kisu ima poleg surovine in proizvodnega procesa velik 
vpliv na kemijsko sestavo jabolčnega kisa. Aromatski profil zajema tako hlapne kot 
nehlapne komponente. Na podlagi raziskav se v kisu kot hlapne spojine poleg ocetne 
kisline nahajajo acetaldehid, etil metanoat, etil acetat, etanol, izo-butanol, 2-metil-butanol, 
2-butanol, acetoin. Etil acetat, acetaldehid in nekateri alkoholi izhajajo iz metabolizma 
kvasovk, medtem ko so druge spojine produkt metabolnega delovanja ocetnokislinskih 
bakterij. Izjema je acetoin, ki nastane zaradi mikrobne aktivnosti mlečnokislinskih bakterij 
in kvasovk med alkoholno fermentacijo (Joshi in Sharma, 2009). 
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5.2 MIKROBNA ZDRUŽBA V BALZAMIČNEM KISU 
 
Najpomembnejši mikroorganizmi za proizvodnjo balzamičnega kisa so enako kot pri 
drugih vrstah kisa kvasovke in ocetnokislinske bakterije. Glavni dejavniki, ki omejujejo 
mikrobno rast v balzamičnem kisu so visoka koncentracija sladkorja (30-50 %) in nizka 
vrednost pH. Med kvasovkami, ki opravljajo alkoholno fermentacijo za nadaljnjo 
proizvodnjo balzamičnega kisa, so najpogosteje omenjene kvasovke vrst C. lactis-
condensi, C. stellata, Z. bailii, Z. pseudorouxii, Z. mellis, Z. bisporus, Z. rouxii, H. 
osmophila, H. valbyensis in S. cerevisiae. Za kvasovke vrste S. cerevisiae je značilno, da  
prednostno uporabljajo glukozo, medtem ko kvasovke rodov Candida in 
Zygosaccharomyces,- prednostno fermentirajo fruktozo. Večino kvasovk ni sposobna rasti 
že pri vrednosti pH 3,5 in 1 % (v/v) koncentraciji ocetne kisline (Giudici in sod., 2009). 
Kvasovke rodu Zygosaccharomyces so v balzamičnem kisu najbolj zastopane predvsem 
zaradi odpornosti proti ocetni kislini in visokim koncentracijam sladkorja. Kvasovke vrste 
Z. bailli so sposobne rasti pri vrednosti aw med 0,61-0,75 in vrednostmi pH med 1,8-8 
(Solieri in sod., 2012).  
 
Osnovno funkcijo pri oksidaciji etanola iz prekuhanega grozdnega mošta ima tako 
imenovana ocetna matica, pridobljena iz prejšnje šarže spontane acetifikacije. Za 
ocetnokislinske bakterije, ki sodelujejo pri proizvodnji balzamičnega kisa je značilno, da 
prednostno in učinkovito izkoriščajo etanol, proizvedejo visoko stopnjo ocetne kisline in so 
odporne na nizko pH vrednost, ocetno kislino ter nihanje temperature. Ena izmed njihovih 
lastnosti je tudi, da prenesejo visoke koncentracije sladkorja (30-50 %) (Gullo in Giudici, 
2008). Ocetnokislinske bakterije iz mošta za proizvodnjo balzamičnega kisa so izolirali z 
različnimi metodami (De Vero in sod, 2006; Gullo in Giudici, 2006). Čeprav sta izolacija 
in gojenje ocetnokislinskih bakterij zelo zahtevna, so z raziskavami ugotovili prisotnost 
bakterij vrst G. europaeus (25 sevov), G. hansenii (1 sev), G. xylinus (1 sev), A. 
pasteurianus (2 seva), A. aceti (1 sev) in A. malorum (7 sevov) (Gullo in Giudici, 2008). V 
kisu sta najštevilčnejše zastopani vrsti Ga. europaeus in A. pasteurianus (Solieri in sod., 
2014). 
 
Glede na dostopno literaturo ni podatkov o rodovih ali vrstah mlečnokislinskih bakterijah v 
balzamičnem kisu. Predvideva pa se, da so kljub visokim vrednostim sladkorjev v kisu 
prisotne.  
 
Med staranjem se koncentracija sladkorja in bakterijska aktivnost v sodih spreminjata. 
Najvišja aktivnost je zaznana v prvem sodu, kjer je tudi najnižja koncentracija sladkorja. 
Nato se bakterijska aktivnost tekom staranja zmanjšuje od največjega proti najmanjšemu 
sodu, predvsem na račun izhlapevanja vode in nižanja pH vrednosti. V zadnjem sodu ne 
zaznamo več bakterijske aktivnosti (Gullo in Giudici, 2008).  
 
 
 
 
 
 
Šiškovič N. Sestava in lastnosti mikrobne združbe jabolčnega in balzamičnega kisa.  
 Dipl. delo (UN). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2017 
 
 
18 
 6 ZAKLJUČEK 
Mikrobna združba jabolčnega in balzamičnega kisa je sestavljena iz ocetnokislinskih 
bakterij, kvasovk in mlečnokislinskih bakterij. Poleg kvasovk, ki prevladujejo v začetni 
fazi proizvodnje in ocetnokislinskih bakterij, ki zaključujejo sam proces, so prisotne tudi 
mlečnokislinske bakterije. Metabolna aktivnost celotne mikrobne združbe je pomembna za 
zagotovitev značilnih senzoričnih lastnosti in kakovosti izdelka, saj neposredno vpliva na 
sestavine in aromatski spekter kisa. Najpomembnejša dejavnika, ki vplivata na selektivno 
rast mikroorganizmov v jabolčnem kisu sta koncentracija etanola in ocetne kisline, medtem 
ko rast mikrobne združbe v balzamičnem kisu omejuje visoka koncentracija sladkorja. V 
obeh vrstah kisa prevladujejo ocetnokislinske bakterije. V jabolčnem kisu prevladujejo 
bakterije vrst Acetobacter pasteurianus, Komagataeibacter oboedinens in K. 
saccharivorans, medtem ko so v balzamičnem kisu najpogosteje zastopane bakterije vrst 
Gluconacetobacter europaeus in A. pasteurianus. Med kvasovkami so pri alkoholni 
fermentaciji v jabolčnem kisu najpogosteje zastopane kvasovke vrste Saccharomyces 
cerevisiae, v balzamičnem kisu pa kvasovke rodu Zygosaccharomyces, katerim uspešno 
rast omogoča predvsem prilagoditev na visoke koncentracije sladkorja. Med mlečno-
kislinskimi bakterijami so v jabolčnem kisu najpogosteje prisotne bakterije rodu 
Lactobacillus in Oenococcus. 
 
Nadaljnje biokemijske, fiziološke in molekularne študije mikrobne združbe bi lahko 
omogočile optimizacijo procesa, apliciranje izbranih starterskih kultur in pridobivanje 
kvalitetnejšega produkta. V želji, da bi proces potekal čim bolj učinkovito pa je seveda 
potrebno upoštevati sestavo surovin, metabolizem proizvodnih mikroorganizmov, 
uporabljeno tehnologijo in želene končne lastnosti produkta. 
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